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® Verfohren zum Nochweis von Mikrosotellrten-lnstabilitdt zur Tumordiognostik 
@ Gegenstand derErftndung ist ein Verfahren 2urBestim- 

mung genomischer Insiabilitat an 5 ausgewahlten Mikro- 

satelliten Loci. Die Analyse dieser ausgewahlten Loci 1st 

geeignet zur ErsteJIung von prognostischen Tumordi- 

agnosen, zur Analyse von erbticher Turn or pra disposition 

suwiw zur Tumurfr u Marker it iuny. Bnaundore BedwuLuny 

h at diese Merthode bet der Diagnose von Tumoren das Ga- 

stroinrtestinartraktes, beispieisweise Colorectal tumoren. 
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Beschreibung 

IMc Krfinduog frctrirTt cin Vcrfahrcn und cincu Kit zur prog nostisc hen Diagnostic Pradispositionsdiagnostik bzw 
hruhcrkcrinurig von l\imorcn des GasUointcsUnaltraktcs, Vorzugswcisc Colorcctaltumorcn. GrundUgc dafur bildct dcr 
5 Nachweis genormscner TnstabilitSt von sogenannten MikrosatelJiten mit TTilfe von PCR. 

MikrosQtcllitcn (MTS) sind kurze Tandem Repeats, die iibcr das gesamtc mcnschlichc Gcnom vcrtcilt vorkommcn 
Maususch irclcn Mikrosalcllilcn clwa cinmal in 1(X) (XX) Dascnpaarcn auf. Bisher sind 5 Klasscn von MLS beschricben* 
die sich uach dcr Lange mrcr klciustcu rcpeddvcu Eiuheil als Mono- Di-, TYi-. Tetra-, odcr I^utanuUeudd-Rweal von-' 
aoandcr untcrschcidcn. In dcr Rcgcl trctcn dicsc repctitiven liintacitcn 10 bis 40 mal in landcmanordaune wicn^molt 
io auf. MikrosatcUitcninstabilitat (MIN) in Hun klcincrDclctioncn odcr Inscnioncn kann bci viclcnlumorparicntcn nach- 
gewiesen werden, wenn man DNA aus Turnormaterial mit normaler DNA des gleichen Tndi viduums vereleicht (Thihrv 
deau et al. (1993) Science 260 816-SI9) (WO 94/19492). Dies geschieht riurch Amplication der DNA SfSSS 
PCH und aDschheBenbr gelelektrophoreuscher Auflrennung dcr Ampufikationsprodukle. Als Ursache Tiir MIN wird tin 
.< ^PW^ataisd^ angeschen (Parsons ct al., (1993), Cell, 75, 1227-J236: Shibata ct al 

L™ ^ ° Cn ?" 6 ' 273 ~ 28I) * 5)010110 iuniotcfi werden als "ltcplikation-lirror-Positivc" GUflU) klassihzicrt Lin 
RER+ Pnanotyp isL charakterislisch fur ColorecUtlLumoren in Familien mil HNPCC (Hereditary Non-Polvnosis Colon 
Cancer) (Aallonen el al. (1993), Science, 260, 812-816). * "W"* 

Die Analyse von Mikrosatcllitcn ist cine auBcrst attractive Mcthodc sowohl fiir diagnostischc Anwcndungcn als auch 
tur die Untcrsucbung dcr Tumorgcncsc von RKR+ Ibmorcn. Aufgrund ihrcr cinfachen Durcbfuhrbarkcit ist die Bcstim- 
mung dcr MIN vor dcr Scqucnzicrung dcr Mismatch Repair Gene von IEMPCC Familien cin cccicnctcs IBlfcmittcl zur 
Idcnunzicrung potcnticUcr R1£R+ Paticntcn. L*bcnf alLs von groBcr Bcdcutung ist die MIN Analyse als proenostischc Dia- 

?2 2641 SSS' 1 * 58 ^ 9 " 5852: TllilxAlacu ct < iy93 )> Sci«'^. 200, 816-819; Bubb et al. (1996) Oncogene, 

MIN kann in rnchr als 90% allcr HNPC X * Turaorcn nachgcwicscn werden (Liu ct al, ( 1 996) Nature Med 2 169 1741 
wohingegen MTN in sporadischen CoJorecialtumoren nur mit einer TTaufigkeit von 10-20% anftritt Ohibodeau et al 

(1993) Science 260 815-819; Tonovetal. (1993), Nature. 363,558-561 ;Aaltonenetal. (1993) Science 260 812-816 1 
Lothe et aL (1993) Cancer Res.. 53, 5849 5852). MIN ist jedoch nicht auf Coloieelalluuioren lxi£E«dcm wunte 

Tuiriorcn nachgewiesen. Dazu zahlen unter andereiii PankreaskarzinoHie (Han el aL (1993) Cancer Res 
53. 5087 5089), gastrischc Karzinomc (Han ct aL (1993) Cancer Res., 53. 5087 5089; Pcltomaki ct aL(1993) Cancer 

o 5: ^^ V ^ (1 ^ )CWrRcs -* 54 ' 41 ^ctaL (1994) Oncogene, 9. 29 32;ChongctaL 

(1 994) Cancer Res.. 54. 4595-4597). Prostata-Karzinome (Cao et al. (1994) Oncogene, 9, 2999-3003) Kamwrodea 
Itndometnums (Risinger et al. (1993) Cancer Res., 53, 5100- 5 103; Peltomalri et al. (1 993) Cancer Re. 53 5853-585S) 
und Manunakamnome (Palel eL aL (1994) Oncogene, 9, 3695 3700). " * 

Der Mechanismuif der Tumorgenese von RER+ Tuinoren ist nichl im Detail bekannl. Bisher warden fiinf Ck«e iden- 
tihzicrt, dcrcnDcfcIct zu cincm Auftrctcn des 1UQI+ Phanotyps fiihrcn kann. Da in IINPCCl'amilicn sowohl fiir hMLIIi 
n<?e£% » 7V ^SS 6 - 368 ^^ 6, .> * auch fur hMSII2 O'lshclct aL (1993) Cell, 75, 1027-1038; Leach ct aL 
(U93) Cell, 75, 1215-1225) gei«usel, c Variability, nuLeincr HaufigkeiL vuu ulier 30% itaehgewicse., wurU«i f npicleit 
?iSo^^u^. 0, T ensichUlch ei " e wichti 5 e RolJe w <ler Aaspragung von MTN. 2 andere Mismatch Repair Gene 
hPMS 1 und hPMS2 and in weniger als 5% aller HNPCC Padenien muden, so daB diese (5ene wool due eher unieiee-' 
ordnele Rolle in RER+Tumoren spieien. Es ist jedoch davon auszugeoen, daB noch wcitere, bisher unbekannte CJrae an 
ctncmcn^ktvcaMsmatchRcpakbctcUigtsind. uawLdimicvwacdfl 
Hs bestcht Grund zu dcr Annahmc, daB MIN cine dircktc Rollc bci dcr lumorgcocsc dadurch spiclL daB aufcrund von 
Dereklen im Msniiich . Repair System Mikrosalelliien irn kcxlierentlen Bereich von Genen muliert werden, die Tur die 
Regulation der 7^llproliferalion von Bedeulung sind. Beispielswelse wurde em Repeal von 10 Deoxyailenosinen im ko- 
7?f^ n ^«o^ C ^ 1Ch ^ iX, ^ cla l-^zcptor (xens als MIN-Targct identifiziert (Markowitz ct al.. (1995) Science, 268 
1 33fi 1338). Rin wcitercs MTN-Vargct, das r(4F(rDR-<ten, ist in gastrointestinalcn 'Inmnrcn inncrbalh seiner kodiercrv 
den Region an e,nem (G^ Repeat mutiert (Sou7^ et al. (1 996) Nat. Genet., 14, 255-257). Tnteressanterweise waren nur 
10% allcr untcrsuchtcn IWo mit MIN in beiden Gcncn mutiert liin andcrcr (G) 8 MIS inncrhalb cincs Iliston-Gcns 
wari w i keinem <ler unt^rsuchlen Tunioren mutiert (Souza el al. (1 996) Nat Genet, 14, 255-257). Dariiber hinau» konnle 
MTN bi^ CT nur an c,ncin Toil der unicrsuchlen TxxH nachgcwicscn werden. Ob und inwiewcil sich Mikrosatcllitcn, an 
denen Instabilitat bcrcits nachgcwicscn wurdc, hinsichtlicb dcr Ilfiufigkcit des Auftrctcns voo MIN untcrschcidcn. war 
zuiu Zeilpunkl dcr Hrlinduug niubt bukannt, 

Vielmehr exisUeren fur die Wahl von geeigneten T^oci zur Analyse von MTN derzeit keine weiteren Anhaltspunlae, 
ist soma nicht bekannt ob und wenn ja, welche Loci sich am besten zur eindeutigen Besu'mmung von RTTR+Phanotypen 
eignen S land der Teclpik hingegen ist die Analyse voo 4 bis 7 zufaliig ausgewahlien Loci zur KlassiOkaUon des MIN 
o ' SpieU ^A S o w ^^^MMonum (z.B. Aahonen el aL (1993) Science, 260, 812 816; Thibodeau et al. 
(1993) Science 260, 816-«19; Lothc ct al. (1993) Chancer Res., 53, 5849-5852; Kim ct aL (1 994) Am. J ftS Tl45 14fr 
156; Bubb ct al. (1996) Oncogene, 12, 2641 2649; Plummcr and Casey, (1996) Nat Med 2 156 158) " ' 

Am haufigsten wurden dabei Mono- undDinukleotid-T^oci analysiert. Dinukleotid-RepeatTxjci lassen sich in diesem 
Zasammenhang in 2 verschiedene Klassen eimeilen: 

Nichl-kompLexe Loci, welche innexhalb der zu ainplifizieraiden Region auBer dem Dinukleodd Repeal keine 

r^r^ ^SSyj !a Llcmcntc au ^iscQ (iO^ssc 2a). Zu dicscn Loci gchorcn APC, D13S175; D3S1283, Mfd26, 
65 Mni2« und Mfd41 . ' 

^^ m ^i CXcT f Ci '. bci <icT,Cn nchcn <lcTn ^""klcotid-Rcpcat noch wcitcru repcUlivc Scqucnvcn auflrutcn (KIumb 
2b). Zu dicscn Loci gchorcn Mfdl5 t D10S197, D1151318, D11S904, D18S69, D2S123, D9S171 sowic 1TS3PCR. 
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Daruber hirauswurden auch MononukleoUd-RepeatLoci aufgrumi ihrergulen Arnplifizierbarktil sowie ihrer eindeu- 
l.igen gelelekljnphorelischen Signale niehrfach unlersuehL (I iu el al ( 1 WoVNalum vLl 9 T^S^T " ntfc "- 
(1996) Oncogene. 12. 1767 1772; Plummcr and <iscy"(lS "mS 2 IsHSf ^ 

Grundlagc dcr Hrfindung war somit die S'uchc nach polymorphs Loci, dcrcn Analyse cine zuvcrlasrigc Aussaec iibcr 
d.e allgerne.ne Tendenz zur genom.schen Instability zulaBL Dabei konnten an untsrschiedlichen S^Z ^ dT 
ncn bcrct* nach dem S*nd dcr Tcchnik MTN gefunden wurric, untcrschicdlichc Tliiungkcitcn pol^oX Snd^t 
gen nachgevaesen werden. Daruber hinaus konnlc fcstgcslellt werden, daB in unfcrschicdlichc^ ScTvShi^ 
KWn von M^lclhlcr, rwl unterschicdlidier Haufigkcit vou geuomischcr Instability b^offcu^D^S 
daB tux «nc zuvcrta^gc Bcstimrauog des RliR Phanotyps mit cincr begrenzten Anzahl an POl Soncn^/ S 
Lysc vcrschicdcncr Klasscn von MIS unabdingbar ist xu.*«ioncn cine Ana- 

a) IsoUcrung von genomischer DNA aus humancm biologischcm Material 

b) DNA-Amplifikation von 5 vcrschicdcncn Mikrosatcllitcn-Loci mit Ililfc von iewcils ffinf vcrschicdcncn Primcr- 
paaren.cia.urch gekenoKetchnet daB es sich bei <len ,u amplifi/.ieren.ler, Ixxrf u ,„ ,wei ZSmZ 

am ^ yMC \ ™™^***P»**"* ^ Klasse 2a. ein oder ,.wei DinuklecUid-Rereal-T^i to Kl^Tlb 
und 0 bis 1 Pcntaniiklcotid-Hcpcat Locus haodclt. 1 T N - lASSe z " 

c) (.iroBcnbcstimmung dcr Amplifikationsprodukte 

Als vortcilhaft hat sich dabci insbesonderc cine Ausfuhrungsform crwicscn, bci dcr die 5 zu analysicrendcn Mikrosa- 

D2S123 D18S69 u.k! TP53Alu. Als be^le,* vorteilhaft. l la i sid, eine.spe/.iellc Au.,ruliru„ gs r t)m . crwiescn bei dee, 
iy, zu, L I, zs, 31, 32, 33, 34, 35, .ifi, 45 und 4fi, ausgcwahlt werden. 

^nn^T'J 67 '' 6 "^ Au ,^ hrun g sfoml wenlen ««« 5 Ixx:i BAT26\ BAT40, A PC. Mfdl5 undD2S 123 analvsiert TJahei 
kflnnen 1 oder rahrere Pnrnerpaare entsprechend den SF.Q TD NO. 1,2, 5, 6. 19. 20, 33, 34. 35, 36 verwenSerfen 

Cegenslarid der Erfindung tsi weiterhin die Arjwendung dieses Verfahrens zur Besliiiunur^ dU RERjKjJTS: 
durch gekeMzeichnel, daB be, rehlendem Nachweis von Mikrosateuilen-InslabiUlat bei aUen^untersuchieaDS T v^'n et 
noSp^ge^S""^ 30 

nine besondere Ausfilhrungsform hesteht in der Anwendung des Verfahrens zurprognostischen Diagnose von TW- 
ren Vor7U g ^ ^ nndornetriun,,. des Castrointestinaltrakt*, „nd Lbe.ondere be^^r^SXmore^ 

fine andere besondere Ausfuhrungrform der Erfindung bestehl in der Anwendung des Verfahrens zur DiagnoTeber 
S^SSST ^ ^ ^U.inU.unal.ak^inX 35 

liinc wcitcrc bcsoodcrc Ausffihrungsform dcrlirfindung bestcht in dcr Anwendung des \fcrfahrcm zur I Whcrkcnnunc 
v ( »u T\iii.oren durcl. Natliwe.s voi. Mikru S .aleir,te..-T..»tal.iliiat in iWimufertr.. Tu.m^lle,, runcriccnnung 

R.ne /usatdiche Ausfuhrungsfonn der Hrfindung beslehl in der Anwendung des Verfahrens vor einer Enlscheidum, 
welche An voaOemotherapie fiir einenPaiienten eingesem werden soli. Diefisl von BedeuulnT «to die ^Mhrur^ « 
vooCrhemo.ierapkahautlgnuL unerwilnschlen Nebenwirkungen verbunden to. *> daJJ eto rSSuie SSvS 
morcn unwuksamcr liinsatz cincs soichen Thcrapcutikums na^b Moglichkcit zu vermciden ilt 

„,in? 8( ; llSta ^ d ? U ^ findu «8 ta w«torh"> cin Kit zur tumordiagnostiscben Analyse von Mikrosatcllitcn-InstabilitaL 
m ndeslens bestehend aus 5 Pnmer-Paaren, welche /.ur DNA-Amplifikation von /.wei Mononukleolid-RSaTT^d ein 

Kinc bc.«>ndcrc A«. S fiihn 1 n E!i form des Kits heinhaltet mindestens .«> Primcrpaarc. die 7«r Amplifikarion von «5 T-oci 
ausgewShU aus e,ner Gruppe besehend an* f»AT 25, n AT26. BAT40, APC, Mfdl5,D2S123, Til 8S69 ^ SdTPM ™Alu ^ 
^ S ^ d u ^ gSW:lSC bCSltZC ° dicSC Primcr Soqiwacn gcmSB SliQ ID NO. 1. 2, 5, 6, 19. 20. 27, 28, 3 UxCm! 5 

^• i «'' c c A "» Rih ~ n 8 s '*« r "' beinhallcl tmn.icslcns 5 Primcrpaarc vuir Analyse von BAT26, BAT40 APC 

^P^^^ ta " F "^ P ™ 8, ^ ta sw-ie fiir die DiagBoslik einer ranuliaren PradispSn wird 

dem Paucntcn cntDcwuncncs 'l^morgcwcbc verwendct. Bci dcr Anwendung des crfindungsgcmaBcn ^ahrens^ur 
SSlZS^f NechwcisvonMIN in disscminiertcn l^morzcllcn wird dit DNA auszcS Z 
SS2hlfiir^ K *P*fl« ta >» tetf w <*«• Kttrperaasscheidungen wie zum Beispiel TJIuf, Serum Plasma, Urin co 

• Jn T ? a f rR ^ el ^ rt ,! eine ^""""""^^n mit einer DNA durchgefiihrl. deren Sequenzdem "gesunden" Wild-Typdes , u 
mongenem Gcwcbc dcssclbcn Individuums isolicrt wurdc 

^ Die Tsolierung genomischer DNA aus Fom.alin-genirb^n unci in ParaOin eingebellelem Gewebe erfolgt folgender- 65 
Auferliguug vun 5 Luii-SchniUcn mit Mikrulom, AuLzicheu auf ciacn Objckitr3ger 
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- DeparafTiniening: 

Inkubalion <ter-Objektlrager bci o~5°Cl 1 Slunde 
n Durchzichco n durch Alkoholrcihc: 2x15 min id Xylol 
2x15 min in HtOH(abs.) 
2x15 min in TCtOU (06%) 

2x15 min in EtOlT(70%) (mchrcrc Wochcn in 70% HtOTT haltbar) 
Ubcrfiihirn dcr Objckliriigcr in Wasscr 

olSSSS^ " U fCUtLlC " - (^oUi^dou). Ubcrfuh™ i„ 

- Zugabc von 20-50 yl Digestion-Buffer: 50 mM Tris-IK 1 dII 7.5 
5% Tween 20 

1 m VTRDTA 

von 7 15 £ PcoLeinaseK (20 mg/iid) (enlsprkhl 30 50% dcs vorgegebenen \blumens) 

- loloibation bci 50 n C im Thcrmoblock mit Ilcizdcckcl bis Losuog klar ist (iit^NachO 

- Inaktivicrung dcr Proteinase K: 15 min 94°C ' 

Fakullnliv kann eine weitere Aufrcinigung der DNA-miL deni Ouiajjen tissue DNA Kii ,w o • _r . 
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Aliemaiiy wuRkn in dner Duplex- b/.w. MuliiplexanaJyse auch 2 oder mehrere Ijoci in einem Reakiionsansaiv ,„,h, 

94°C 3 niiti (einmah'ge Denalurierung) 
35 Zyklcn: 
94°<M min 

Anne^lingtemperaiur50-68°C. 1 min 
cntsprccbcnd Abh. 1 
72°C 1 min 
72°C 8 min. 



PolyacryUmidgclclcktiophorcsc zur Auftrcnnuag dcr Pill lianden 
60 (6,7%tiges PA-6M NarnstorTgel. VertilcaJapparatur sequi-GenCJT, BtoRad) 
3 pi PCTR-Produkt 

3 >d Loading buffer (10 ml Fonnsunid 
10 mg Xylene Cyanol 
65 10 mg Broniphenolblau 

200 pi KDTA, 0.5M) 
Dcnaturicrung, 94°C, 5 min. 

15 min PA-< felvorlmiT bci 2300 V (bb 55°C cmndu isl) 
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Identification von RKR+- IVunorcn 
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- Be laden desPA-Gels 

- 45-75 rtuTrfiiur/eil bei 1«X> V55 a C 

Detektion der aufgetrennten PCR-Produkte durch Silberfarbung 

WarmcauslauschplaUe vom PA-Gel (zwischcn Wanncauslauschplalte und Glasplatle) abnchmcn und Plotiglair- 
farberahmeu auf das PA-Gcl (mi GlasplaUc Laflcnd) legeu und mil Klammcru fixiexefl. 

- Zugabc von tblgcndco Losungcn: 
H2O: kuxz spulcn 
lO%F,thanol: lOmin 
1% Salpetersaure: 3 rnin 
H2O: spiilen 

0,012 M Silbcrnitrat 20 min 
]I?0: spiiicn 

0,28 M NaGO3/0.019% Formalin: spiilen 

(),2S M NaGO3A),019% Formalin: 3-6 min (his Banden siehlbar) 
10% Essigsaurc: 3 min 
H z O: 3 min 

- Fiirbcrahmcn cntfcrncn 

- Whatmann-3MM Papier auf PA-Ocl legen und damit PA-<Jcl von Glasplattc abzichen 

- PA-Ocl rnUFrischhalLefolie bcdcckcn und 1 h im Gcllrockncr (GerDryingSystcrn, iorad) trocknen (so behandclle 
Gclc sind prakLisch unl>egrei]/,l liaJLhar). 

DNA aus 27 Paticntcn mit Colorcctalkarzinom wurde an 25 vcrschicdcncn MIS-Loci auf MIN untcrsuchL Das ausgc- 25 
wiihlte Patienten tcol I ektiv wurrie aus einer Gruppe von 200 Patienten vorselektiert, bei denen in einer frtiheren prospek- 
tiven Studie 5 MIS Tx>ci analysiert worden waren (APC, D9S 1 7 1 , TP 53. D 1 3S 1 75, D 11 S904). Bei diesen 27 Patienten 
war in 5 Fallen MIN an mindeslens 2 Loci nachgewiesen worden, 5 weilere Falle zeiglen Instabililal an cinem Locus und 
muBlen daher als "lowMIN+ ,, klasidHziert werden. 

In 17 Fallen konntc kcinc Instabilitat nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden cine MIS-stabilc Zcllinic (SW480) 30 
und cine Zcllinic mit RKR+Phanotyp (HCT1 16), wclchc cincn Dcfckt im hMSH2 Mismatch Repair Ctcd aufweist. mit 
dem TumormateriaJ verg lichen. 

Fiir eine detailliertere Analyse dss MTN-Starus dieser Himoren wurde die MTS- Analyse, auf insgesamt 25 MTS T.oci 
ausgedehnL Vertrcter aller sechs unterschiedlichen Repeal-TVpen wurden analysiert: 3 Mononukleolid-Repeat Loci 
(BAT 25, BAT 26, BAT 40), 6 CA-Dinukleodd-Repeuis der Klasse 2a (APC D13S175, D3S1283, Mfd26, Mfd28 und 35 
Mfd41), 8 DinukJcotid-Rcpcats dcr Klassc 2b (MfdlS, D10S197, DUS1318. D11S904, D18SG9, D2S123, D9S171, 
TPS3PCR), zwei Loci mil Trinuklcotid-Rc peats (AR, TBP), drci Loci mit Ibtranuklcotid-llcpcats (IIPRX, MYCL I, 
RB), und y.wei Ixjei 1111L PenUuiukleiXid-Re£JcaLs (FMR2, TP53alu). Diegeuaueii Scquen/jeii dleser Repeaix wunlen eul- 
weder der GenBank Daienbank entnontmen oder durch Direktsequen/.ierung yon PCR-Produklen (IberprilfL. Abb. 1 gibt 
einea t^berblick Uber die analy sierten Loci sowie die jeweils zui AinpliQkaiion verwendeien Primer, deren Sequenzen in 40 
SEQ ID N()s. 1 50 wiedergegeben sind. Abb. 2a zeigi exemplarisch Amplilikalionen unlerscbiedhcher Allele aller 25 
untcrsuchtcn Gcnloci. Abb, 2b zcigt exemplarisch cine Duplcxanalysc dcr Loci BAT40 und D3S1283. Bci Auftritt cincs 
VcrLustcs von AUclcn durch tnmorbedingten Ilctcxazygotizitats- Vcriust (loss of heterozygosity, LOU (liMao ct aL, 
( 1 9D6), Science, 27 1 , 65*>-662) wurde das Ergebnis derjewei I igen PGR in dieser Sludie nichl iniLberiieksichligL 



45 



Urn ahzukliren, welche Tumoren mit Sicherheit als RTCR+ klassifmert werden k6nnen und um 7M untersuchen, ob ei- 
nigc Tumoren aLs "schwach RHR+" ciogestuft werden miisscn, wurden die vcrschicdcncn Tumoren untcrcinandcr vcrgli- 
chen. Nach <leTii Stand der Technik exislierl tlerAeiL keine ein Cache MeLhcxle nach <iem "enLweder o<ier M Prinzip sxxr ein- Si) 
deuligcn Klaawifiyacrung cincs Tumors als RKR+ o<kr RHR-. Das vorsclcktierlc Kollckliv von 27 ColorccLaltuniorpa- 
ticatco, von denen ursprunglich 17 als 1ULR. , 5 als RliR+ und 5 als "lowMIN+" diagnostizicrt wurden, crgab nach Ana- 
lys« wcitcrcr Loci cin wcscnUich din*crcnzicrtci> Bild bc^uglicti dcr Vcrlciluiig von MIN. 

Wieinrten Abb. 3 und4aciargestellt, konnten 3 Tumoren mit einer MTN-Rate von mehrals509fe (14MTN/24Tx>ci.Nr. 
1 . 8 und 1 6), ein tumor mit 42% (10MTN/24Tjoci, Nr. 5), ein Tumor mit 38% (9MlN/241x>ci. Nr. 2) und ein Tumor mit 55 
29% (7MIN/24Loci, Nr. 13) nachgewiesen werden. Damit besilzen all these Tumoren als gemeinsames Krilerium eine 
InstabiliLatsfrequenz von uber 25% der analysietten Loci. Deshalb wurden diese insgesamt 6727 Tumorec als eindeudi; 
RliR+ klassifizicrt. 

Dariibcr hinaus wurden 8 zusatzlichc 'i'umorcn identifiziert, die 1 bis 2 MIN-Ercigriissc aufwicscn (n=8, MIN-Frc- 
quenz < 8%) und daher als H !owMIN+" klassifiziert wurden. Tm Vergleich m der frUheren Studie, bei der nur 5 anstatt 6« 
25 MTS T,oci analysiert wurden, konnten durch die neue Studie nur 13 anstatt vorher 17 Falle als RHR- klassifiTnert wer- 
ilcn. Dieses Hrgebnis, er/.iell (lurch eine Ausweilung der Analyse auf 25 MTS-T^oci, unlerscheideLsich damit grumilegend 
von fruheren Sludien nach dem Sland der Technik und verdeuuichl das Problem einer unzuverlassigen RER-Klassinka- 
tion, wenn fiir cine solchc Klassifikation cine kLcinc Anzahl an MIS Loci zufallig ausgcwahlt wird, In dicscm '/usam- 
rnenhang isL allerdings von besonderer B« leu lung, daB kein Tumor mil einer niiuJeren Tnslabililiil an 3 bis 6 Txx:i enl- 65 
Jiprcchcnd cincni ProzcnLsalr. von 10-25% nachgcwicscn wcrcicn konnle, so dafi bci cincrMTN Rale von uber 25% cine 
KUR+ Klassifikation cindcudg vorgcnonimcn werden Vann. 
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Unierschiedliche MTS Tx>ci zeigen unltfrechiecilicheMTN-Haungkeilen 

Xnsgcsamt ware a in 14 dcr 27 untcrsuchtcn Tumoren MikrosatcUilcn von Instability betroffen. Wic crwartct, trat MIN 
dabci ia cinigen 'lutnorcn vcrmchrt auf; zusatzlich wurden jedoch auch cinzclnc Hrcignissc an MIN in wcitcrcn 'lUrnorcn 
nachgewiesen. Um zu ermitleln, ob MTN- TTaufigkeit vom Repeat-Typus abhangt, wurden die MTN-Frequenzen fiir jeden 
Rcpcat-T^p scparat crmittclt and mit dcr durchschmtllichcn MTN-Frcqucnz dcr Ccsamthcit dcr gctcstctcn Mikrosatclli- 
Lco verglichcn: Die durchschnillUchc MIN-Ralc bezogen auf allc pro Patient untcrsuchten Loci bclrug 11,4% (78 MTNs/ 
25Luci=3,l MIN/Locus; durchsciuiiluichc MIN Rale = 3,1/27 Palictilcn 11.4%). Die durchscmiilllicijeu Frequetizen iii- 
ncrhaib dcr cinzclrjcn Rcpcat-'iypcn warcn dagegen untcrschicdlich: samtlichc Mononuklcotid-Rcpcats warcn Ubcr- 
durchschrdtriich oft vcrandcrt (5,0 MINs/27 Paticntcn = 18,5%= + 7,1%); allc andcrcn Repeat 'lypcn warcn scltcncr als 
die Mononukleotid Repeats befroffen. Sowohl die MTNRaten von komplexen Dinukleou'd-Txx:i als auch von nicht kom- 
plexen Dinukleoud T^oci unterschieden sich nicht signifikant von dem fur die Gesamtheit alier Txxri besUmmten Mittel- 
werl (0,3 bzw. 0,9%). Ahnliches gilL rtir die Telranukleodd-Repeals (+1,4%). die allerdings bezogen auf den jeweils ein- 
zclncn Locus cine starkc Ilctcrogcnitat aufweisen (-11,4% bis + 14,5%). lirhohtc MIN Frcqucnz wurdc fiir bcidc Irinu- 
klcotid Repeats crmittclt (+3,4%). Pcntanuklcotid Repeats zcigtcn dagegen untcrdurchschnitUichc MIN Frcqucczcn 
(^,0%). An eineni T .ocus dieses Typs (FMR2) wunle iiberhaupl keine MTN nachgewiesen. Damns folgl. daB die Besliin- 
mung <lerFrequen/. von MTN-Rreignissen dramaliseh von <ler Auswahl der analysierlen Txx;i abhangig isl. 

Bcstimmtc MLS Loci sind haufigcr spczisch in RKR+ Tumoren vcrandcrt 

20 

Dcshalb ist fur die Analyse des MIN Status von Bcdcutung, ob cs bcstimmtc Loci gibt, die spczifisch und rcgclmaBig 
in RTTR+ Tunioren von MTN bclroflcn sind. Fin einhcillichcs Firgcbnis wurdc diesbe/.uglich nur bei MTS mil. Mononu- 
klculUi Re^uLs cr/Jell (BAT 25, BAT 20, BAT 40). Jeder diescr Tahm war in den glciulien 5 RKR+ Tumoreu vcraiiderl 
(Nrs. 1, 2, 8, 13, 1 6), abcr kcincr wics MIN in RER- IXimorcn odcr "lowMin" Tumoren auf. Ira Gcgcnsatz dazu warcn bis 

25 auf Mfdl5 allc andcrcn gctcstctcn Loci entweder weniger oft in den RER+ 'llimorcn muticrt odcr zusatzlich in 
"lowMTN" Tumoren verandert. Beispielsweise konnte fur den APC T^ocus nicht nur in alien RTIR+ Tumoren, sondern 
auch in Tumor Nr. 20 MTS nachgewiesen werden. Funf Ix>ci zeigten MTNs in 4/6 RFR+ Tumoren, aber nur D2S 1 23 war 
in Nichl-RER+ Tumoren unveranderL Im Gegensalz dazu zeigte Locus MYCL1. der cbenfalls in 4/6 RER+ Tumoren 
verandert war, zusalzlich Instabililaten in 3 "lowMTN" Tumoren, so dafi beispielsweise dieser Locus als Marker unHeeit'- 

30 nctisL fi fi 

Dahcr crtbrdcrt cine Bcschrankung auf 5 Marker zur Analyse von MikrosatcUitcainstabilitat cine gczicltc Auswahl dcr 
Txoci so daB dennoch gewahrleistet ist, daB die 7-ahl der nicht eindeutig 7.u klassifizierenden lowMTN+ FMIe minimiert 
wind und alle RITR+ TVager mit einem hochst moglichen MaB an Wahrscheinlichkeit identifiziert werden kfinnen. 

35 Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abh. I zcigt cine labcllc mit den wichtigstcn Kcnnzcichcn dcr analysicrtcn MIS Loci (Locussymbol Maxkcmamc. 
cliruiiiOMjiHale T^jkaliaaliun, Repeal-T>p) sowie deii Piiraiuelern ftir die jeweilige PCR-Aniplinkalioii (PCR-Tjii: Hybrid 
disierungsiemperauir). 

40 Abb. 2a zeigl die gelelekirophoreiiscbe Analyse von 25 unlersuchien Mikrosaielliien Loci. Die verschiedenen Allele 
der crfuidungsgemaB zu analysierenden Loci BAT26, BAT40, APC, MID15, D2S123 und TP53AIu lassen sich deuUich 
voncioandcr untcrschcidca Abb. 2b zcigt cxcmplarisch cine Duplcxanalysc dcr Loci B AT40 und D3S12U3 in cincm Rc- 
akdonsansatz. 

Abb. 3 slelll das Hrgebnis der durchgefuhrlen Sludie in einer tJbersicht dar. 27 Palienlen mil Cok>reclallurnoren wur- 
45 den auf MTN an 25 verschiedenen Allelen unlersuchL Das Frgebnis y^sigu daB (i) unierschiedliche MTS in unlerschiecili- 
chcr Haufigkcit von polymorphcn Vcrandcrungcn betroffen sind und (ii) in untcrschicdlichcn Paticntcn vcxschicdcnc 
Klasscn von Mikmsatcllitcn mitiintcrschicdlichcr Haufigkcit von genomischer fnstabilitat rxstrorrcn sind. 

Abh. 4 kJassifiziert die Tumoren aus dem untersuchten Patientenkollelrtiv von 27 Personen nach der An?^hl derermit- 
tcltcn MIN lircignissc. 

so Abb. 4a repnisentien die Auswertung aller 25 MTS. Die Verteilung y»igi, daB eine Gruppe von 6 Palienlen exisliert, 
bci dencn MTN haufigcr als 7 mal auftriU, ho daB diescr Klassc cindculig dcr Phanotyp RHR+ /lugcordneL werden kann. 
DariJbcr hinaus cxisticrt cine Gruppe von 8 Paticntcn, bci denen 1 odcr 2 MIN nachgewiesen wurden und die damit als 
"lowMIN+" zu klassiDzicivn sind. 

Abh. 4b reprasentiert die erfindungsgemaSe Analyse von 5 ausgewahlten MTS wie in Beispiel 1 beschrieben. Diese 
AnaJyse fuhrt ebenfalls m einer Verteilung, aufgrund rlerer eine eindeuiige F-ntscheidung liner den RTTR+ Phanotyps ge- 
troffeo werden kann. Nur 2 Palienlen (Nr. 7. TP53 AIu Locus und Nr. 20, APC Locus) mussen nach diesem Verfahren als 
lowMIN+ klassifiziert werden. 

Abb. 4c reprasentiert die Analyse einer andcrcn crfintongsgcnoaBcn Auswahl von 5 MIS gcmaB Beispiel 2. die mit ei- 
ner Ausnahmc (APC, Patient 20) cbenfalls cine cindcutigc Klassifikation des RKR Phanotyps crmoglicht 

Abh. 5 7^igt Ceburtsdatum Alter und klinischeDaten mm untersuchten Patientenkollektiv, Stand August 1994. (T, N 
M: Tumorkiassiflkation, G: Grade. T.OK: Tumorlokalisation. re: Colon rechts, li: Colon links. R: Rectum). 
Die folgenden Beispiele erliiuLern die Hrfindung weiier 

Beispiel 1: Auswahl von 2 Monoauldcotid-Rcpcat Loci, 1 DUuUcotid-Rcpcat-Locus dcr Klassc 2a, 1 Dinuklcotid Locus 
65 der K I as st: 2b und 1 PenLanukleotid-RepeaL T axuh 

Wic die Studic zcigtc, ergaben sich bci dcr \fcrwcndung von Mononukleotid Repeat Loci zur Bcsrimmung RBR+ PhS- 
uolyps keine falsch-positiven ResulLale, so daB cine Analyse diescr Loci besomkrs geeignel erschieu. AuderersciUs 
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konnlen nichl alle RER+ Tumoren durch die Analyse von Morton ukleotid Repeal T,oci nachgewiesen werden So war 
beispielsweise Tumor Nr. 5 cindeutig RER+, wies aber keineTnslabiliiai hey.iiglich der Loci BAT2S, BAT26 unci BAT40 
auf, obwohl MIN aaPLoamit andcrcn Repeat lypcn nachgcwicscn werden konntcn. Hs ctgab sicfa dahcr die Norwcn- 
digkcrt, fur cine moglichstcxaktc Bcstimmung des RHRPhanotyps bci cincr begrenzten Anzahl von 5 analysicrtcn Loci 
eine Kombinatton aus verschiedenen Repeat Terpen auszuwShlen. Dadurch wird gewShrleistet, dafl trot* der cerineen 
Zahl an analysicrtcn T,oci emenscits allc RRR+ TOigcr mit cincm hochst moglichcn MaB an Wahrschcinlichkcit identifi- 
ncn werden konncn und andcrerscils die Zahl der nichl eindeutig cm klassiQzicrcndcn io wMIN-r Fallc sowciL wic tuoK- 
Ucti iuinuiiierl winl. 5 



Aufgrund der durch die Studic mit 27 lumorcn crmittcltcn Ilaufigkcitcn wurdcu zur Bcstimmung des Phanotyps fol- 
gcodc Kritcncn fcstgclcgt: bci mindestens 2 MIS-positivcn Loci solltc von cincm RliR+ Phanotyp auseceanecn werden 
bei Icemem positive* Nachweis von MTS sollte von einem RTTR- Phanotyp ausgegangen werden Der Nachweis von ce' 
naueinem MIN TTreignis wurde aJ s " low MTN+" definiert (T^tzteres erfordert im Zweifelsfalle die Analyse wei terer MTTS 

Die Auswcrtung der 27 'l\jmorcn bczuglich der crfindungsgcmaB ausgcwahltcn Loci BAT 26, BAT 40 APC Mfdl5 
TPS3 Alu nach dicscm Vcrfahrcn fubxtc zu dem in Abb. 4b dargcstclltcn Hrgcbnis. l'ur allc 6 *i\imorcn die durch die Ana-' 
lyse von 25 T-oci als RER+ klassi iixierl worden waren, wunie eine HauHgkeil von mindestens drei MTN Ttreignissen be- 
sliiinnl. SoTim wurden diese Tumoren auch durch tiie Analyse tier 5 ausgewahllen Txici aJs RER+ klassirV/iert Nur /wei 
lurnorcn (Nr. 7. Nr. 20) wurden oacb dicscm Vcrfahrcn als "lowMlN+" klassitizicrt nnd sind somit nicht cindcutia zu in- 
tcrprcticrcn. b 

Bcispicl 2: Auswahl von 2 Mcnonuklcotid-Rcpcat Loci, 1 Dinuklcodd-Rcpcat-Locus der Klassc 2a und 2 Dinuklcotid 

Tjoci der KlaNse 2b 

Die Auswcrtung der 27 Tumoren crfblgic nach dem glcicncn Vbrraorcn wic in Bcispicl 1, jedocfa mit cincr modifizicx- 
tcn, cbcnralls crfindungsgcmai5cn MLS-AuswaM (BAT26, BAT 40, APC, MfiilS und D18SG9). Das Emcbnis ist in Abb 
4cdargestellt Samthche-nimoren mit RTTR+ Phanotyp waren in mindestens drei der ausgewShlten Loci verandert Somit 
konnten auch durch diese Auswahl an T^oci aile 6 bekannten RHR+ Tumoren eindeuug als RTTR+ identifiziert werden 
Nur em Tumor wurden in diesem Falle als *'lowMIN+ und darnil als nichl eindeuug inlerprctierbar klassifizierL 

Bcispicl 3: Bcstimmung des RHR Phanotyps als prognostischcr Indikator 

Zum Nachweis der Tiignung eirier erfindungsgemaBen Auswahl von 5 Txxi zur Bcstimmung des RHR Phanotyps wur- 
den die m Abb. 5 tahellansch enthaltenen klinischen Daten mit den Tirgebnissen der MTN Analyse aus Beispiel I veislt- 
chen. Wie in diesein Beispiel oflenbart, aihrte die Analyse ckr geteslelen Loci ^iun Nachweis von RER+ bei 6 von ins- 
gesanil 27 untereuohten Tumorpalienten. Nur 2 von 6 (33%) dieser RER+ Pulienten waren zum AbschluB der Studie ver- 
storben. Bcidc waren zu dicscm Zcitpunkt iibcr 80 Jahrc alt Im (Jcgcnsatz dazu waren bcrcits 8 von 19 (42%) der in Bci- 
spicl 1 als RliR- klassifizicrtcn Paticntcn verstorben. Ihr Altcrsdurchschnitt hattc zum Zcitpunkt der Studie 64 Jahrc bc- 
trageii. Daraus i«l crsiciiLlich, daB eine errmiluiigsgeinafie Analyse vein 5 Mikrosalellitei. Txjci eine proBiKistische Ailh- 
sage Qber den Veriauftler Tuniorerkrankung emiOglicht. 
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(1) ALL(3EMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME; Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof ers tr . 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 
{G) TELEFON: 0S217591456 
<H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDONG: Verfahren zum Nachweis von 
Mikrosatelliten-Instabilitaet zur Tumordiagnostik 

(ill) ANZAHL DER SEQUENZEN: 50 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC* compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM: PC - DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genora-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
AAACAGGATG CCTGCCTTTA 



(2) ANGABEN ZU SEQ TO NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GGACTTTCCA CCTATGGGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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. ~AC) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D> TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GGCAGTACCA CCTGTAGAAA TG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) art: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Ein2elstrang 

( D ) TO POLOG IF: 1 i nea r 

(ii) ART DES MOLEKULS; Genom-DNA 
IkI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GAGTAACAGA GGCATCGTGT ATTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) L&NGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
<xi) SEQOENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 5: 
ACTCACTCTA GTGATAAATC G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

AGCAGATAAG ACAGT AT T AC TAGTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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• 4C> STRANG FORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

AGCTAAGTGA ACCTCATCTC TGTCT 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 8: 

{ i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

<A) LANGE: 2 4 Basenpaare 
{B) ART: Nucleotid 
{C} ST RANG FORM : Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

ACCCTAGCAC TGATGGTATA GTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C> STRANGFORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: S2Q ID NO: 9: 

AACACTAGTG ACATTATTTT C 



(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
AGCTAGGCCT GAAGGCTTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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« 4C> STRANGFORM: Einzelstrang 
<D> TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS ; Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

ACCACTGCAC TTCAGGTGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GTGATACTGT CCTCAGGTCT CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) S EQU EN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 20 Bascnpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
ATGACAAGCA ATCCTTGAGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14; 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
CTGT GTTAT A TCCCTAAAGT GGTGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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- 4C) STRANG FORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

CCCGTATGGC AACAGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUEN ZKENNZE ICHEN : 

(A) L&NGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM: EinzeLstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKQLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
TGTGCATGTC ATGAGTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
T ATT GG AT AC TTGAATCTGC TG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

( i ) SEQUEN ZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
TGCATCACCT CACATAGGTT A 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANG FORM: Einzelstrang 
*(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: 3EQ ID NO: 19: 

GGAAGAATCA AATAGACAAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C> ST RANG FORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZB2SCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

GCTGGCCATA TATATATTTA AACC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

< i } SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) Strang b'ORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtfLS : Genom-DNA 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

CAGGTTCTGT CATAGGACTA 
20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ) SEQUENZKENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
(0) tofologie: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

TTCTGGAAAC CTACTCCTGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 
It) STRANG FORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

CAGAAAATTC TCTCTGGCTA 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) iANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 24: 
CTCATGTTCC TGGCAAGAAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKOsLS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

GCTCCCGGCT GGTTTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

<i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

<A) LANGE: 20 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

GCAGGAAATC GCAGGAACTT 



<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 
( i ) SEQUENZKKNNZE1CHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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- -(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
{D} TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

CTCTTTCTCT GACTCTGACC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 
GACTTTCTAA GTTCTTGCCA G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANG FORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

AGCGCAGCAC CTCCCGGCGC CAGTTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C> STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOSLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

GCTGCTGCTG CCTGGGGCTA GTCTCTT 



(2) ANGABEN 20 SEQ ID NO; 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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. JLB) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES M0L2KULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31 
TCGCCTCCAA GAATGTAAGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE; 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtisLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 32 
TCTGCATTTT AACTATGGCT C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUL3: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 33: 
TGACTACTTT TGACTTCAGC C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 
<B> ART: Nucleotid 
<C) STRANG FORM : Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genora-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 34: 

AACCATTCAA CATTTTTAAC CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 
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. JB) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART des molekOls: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: 5EQ ID NO: 35: 
ATTAACTTCC T AC AC C AC AA C 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 36: 
GTAGAGCAAG ACCACCTTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

{ i ) SEQUENZKENNZ EICHEN : 

(A) LANGE; 29 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

{iij ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 
CGGTTATCCC AGTTCGGCCT CTCTGGGAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LA~NGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: NucLeotid 

<C) STRANG FORM ; Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ 2D NO: 38; 

TCCACCTCCC GCTCAGTCAG ACTGCGCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 



17 



DE 197 12 332 A 1 



(B) ART: Nucleotid 
It) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHRETBUNG: SEQ ID NO: 39: 

GCAGCTATAA TGACTAGAAT GAAGTCCTAC TG 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 40: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(xi; SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
TTGAATTAAA GACTTGTTTA AACACAAAAT T TAG AC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE; 19 Basenpaare 
{B> ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUsLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 
TGGCGAGACT CCATCAAAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

{ i ) S EQUEN ZKENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleoticl 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 
CTTTTTAAGC TGCAACAATT TC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43: 

<i> SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

tii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43; 
CTCCTCCCTA CTTACTTGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
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(xi) , SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 
AATTAACAAG GTGTGGTGG 



{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 
GCACTTTCCT CAACTCTACA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM: Einzelstrang 
(D5 TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Cenom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 

AACAGCTCCT TTAAT GGCAG 



<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) T.jVNGF. : 7 4 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 
AGGGATACTA TTCAGCCCGA GGTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 48: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) AKT DES MOLEKULS: Genom-DNA 
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(xi), SEQIJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 
ACTGCCACTC CTTGCCCCAT TC 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 49: 

(i) SEQUENZKSNNZEICHEN: 

<A) LANGE: 21 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANG FORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

CCCACAGCCT AT TC AG AAC A C 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 50: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A; LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MCLEKULS : Genoin-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NO: 50: 
GTTGACTGCT GAACGGCTGC 
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Patenlanspniche 

1. Vcrfahrcn zur Analyse von MikrosatcUitcn-Loci, bestchend aus folgcndcn Schrittcn: 

a> TKoherung von senomischer DNA aus humanem btologixcheni Material* 

2h^" A p P " fikati0n V ° n 5 J?* h l«*^ Micmsalelliten-Txx:! der DNA mil Hilfe von jeweiLs funf vcr- 
^fL° Pn ^-^ rcD ' w <*°« ™* *ci den zu amplifizicrcndcn Loci um zwei MonooiiSid"Kt 

2b und gegebenenfalls cm Pentanulcleotid-Rcpeal T^cus handeh; 
c) GroBcnbcstinunung dcr Amplifikationsproduklc 

2. Verfahren gernaB Anspruch 1, daduxvh gekennxeichn'eU dafl die 5 \fikrr>sal*llWLoci ausgewahll werden aus 
T £H5E ™ BAT BAT26 ' * AT40 * APC > MfD,5 » D2 S1 23. Dl 8S69 und TOSlu 

5 VerfahrengemaB Anspruch 3, daduich gekeonzeichnel, daB mindKlcas 1 Frimerpaar ausgewahU wird aus einer 
<mippe von Prmem reprasendert durch SEQIDNOs. 1, 2, 5, 6, 19. 20, 33, 34, 35, Lnd 36 
M f^T 8 ^!? cinemder Ansprilchc 1-5 zur Bcstimmung des R1JR Phanotyps, dadnrch cckcnnzcichnct. dafl 
° f U = ttd i m Nachwc^ yon MikrosatcUitcn-InstabilMt bci alien 5 untcrsuchtcn Loci von cincm W» Srtvn 

8 v^ en '! Ung e!neS ^ a u renS gelna ° eine,n ^ ^""priiche 1 6 zur prognosHschen Turoordiagnose. 

* Verwendung ernes Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 6 zur Diagnose von fanuliarexTu^llViikposi- 

LnW n,iU " S ^"'^ A " SPn,Ch 7 8 TndikSai0n VU " T " m ° re "' d «' GasUoinlesUnalsystems und .fa. Endo- 

10. Vcrwcoduog gcmaB Anspruch 9 zur Indikation von C^lorectalkarzinomcn. 

11. Vcrwcndung geinaacineu, der Aiispruchel 6 zur rrOlieikeunung von'l^iindrendurcli Nachwcis vonMikroaa- 
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lelliten TnstabiliLal in dissetiiinienen Turnor/jsllen. 

1 2. Verw S ndung gemaB eineni tier Anspriiche 1 -<5 /.ur TherapieenLscheidung 

13. Kit nr tuniorAafinostischcn Analyse von Mikrosatcllitcn-Instabilitat. mindestens bcstcbcud ans 5 Primcr-Paa- 
rcn. wclchc zur DNA-Ampbtilcation von zwei Moaonukkodd-Rcpcat Loci, cin odcr zwei Dinuklcotid-Rc^t-Lo^ 

It ^A^ tUII lT^ DOSliSC ^T AnalySe ^,Ma«»^Ua.lh«ri^Ul, bcslchcnd aus 5 rrimc^IW,., wclchc 
^SS^I^S^^S^^ ° fU ^ b "* to - " BAT 25 ' B *™' BAT40, APT. 
IL 5 l ^ ur i tum °^ ia fi nostischcn Analyse von Mikrosatcllitcn-Instabilitat, bestebend aus 5 Primcr-Paarcn voodc- 

17. Kit ficmaB Anspruch R dadurch gckcnnzcictmct, mindestens 1 Primcrpaar enthalten ist, welches auscewafalt 
wmi aus einer Gruppe von Prmiem repraseniierl. durch SRQ TO NOs. 1 ,2, 5, 6, 1 9,20. 33, 34, 35, und 36. 



Hicrzu 5 Scitc(n) Zcichnungcn 
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